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QKINEPVSyiRNGGID-QYPyiGLRHKiyTOSSPF-ICTK 

g,^ (57) Abstract: The invention relates to beta-defensins of (he formula Z'-ROGLXHRIGTC-Z^, wherein? i X = F or R and Z' and 

^ 7? are equal to each other or different from one another, Z' represents a substituted or unsubstituted amino acid residue, having at 

(T) least one additional cysteine, Z? represents either a peptide residue of up to 20 amino acids, having at least two immediately adjacent 

00 cysteines or a carboxyl group or derivatized carboxyl group. The novel defensins can be used as antibiotic medicaments. 

^ (57) Zusammenfassung: B-Defensme der Formel Z'-RCIGLXHKIGTC-Z^ wobei X = F oder R ist und Z' und 7} gleich oder 
verschieden sind, Z' einen substituierten oder unsubstituierten Aminosiiurerest mit mindestens einem weiteren Cys bedeutet, 7? ent- 
weder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren ist, mit mindestens zwei unmittelbar benachbaite Cys oder eine Carboxylgruppe 
Oder derivatisierte Carboxylgruppe bedeutet. Die beschriebenen Defensine kSnnen als antibiotisch wirksame Arzndmittel eingesetzt 
werden. 
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FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent Zur Erklanmg der Zweibuchstaben-Codes. und der anderen 

(BF, EJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE, Abkurmngen wird auf die ErUdrungen ("Guidance Notes on 

SN, TD, TG). Codes and Abbreviations") am An/angjeder regulHren Ausgabe 

der PCT-Gazette verv/iesen. 

Vereffentlicht: 

— Ohne intemationalen Recherchenbericht und erneut zu 
veroffentlichen nach Erhalt des Berichts. 
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Neue (3-Defensine 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind neue p-Defensine gemaB An- 
spruch 1, Arzneimittel enthaltend die erfindungsgemaBen p-Defensine sowie 
Verwendungen der erfindungsgemaBen p-Defensine. 

Defensine sind Polypeptide mit antibiotisclier Wirkung. Aufgrund der zuneh- 
menden Antibiotlkaresistenz insbesondere von pathogenen Mlkroorganismen 
ist es dringend erforderlich, das Arsenal der antibiotisch wirksamen Substan- 
zen zu erganzen, urn diese Mikroorganismen erfolgreicti zu bekampfen. Defen- 
sine warden in Saugern in verschiedenen Geweben und Organen exprinniert. 

Das der Erfindung zu Grunde liegende technische Problem bestand darin, wei- 
tere wirksame Defensine zur Verfugung zu stellen, die unter anderem als Arz- 
neimittel eingesetzt werden konnen. 

ErfindungsgemaS gelost wird das angesprochene technische Problem durch 
p-Defensine der Formel 

Z*RCI6LXHKIGTC-Z^ 

wobel 

X = F Oder R ist und 

Z^und 7} gleich oder verschieden sind, 

1} einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindes- 
tens einem weiteren Cys bedeutet, 
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7} entweder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren mit mindestens zwei 
unmittelbar benachbarten Cys Oder eine Carboxyigruppe Oder eine derivati- 
sierte Carboxyigruppe bedeutet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen p-Defensins 
bedeutet QDINSKRACYREGGECLQ und/oder QKIIMEPVSCIRNGGICQY und 
NFRFKCCKFQIPEKKTKIL und/oder GSPFKCCK. 

Fig. la zeigt einige Aminosauresequenzen von humanen und murinen p- 
Defensinen. Die erfindungsgemaB besonders bevorzugten p-Defensine sind 
mBD5 (Seq ID. No 1) und nnBD6 (Seq ID. No 2). Die anderen Sequenzen 
mBDl bis mBD4 stammen aus der jvjaus und sind an sich bel<annt, ebenso wie 
die Sequenzen hBDl und hBD2. Letztere stannmen aus dem Menschen. 

Fig. lb zeigt die erfindungsgemaBen p-Defensine mBD5 (Seq ID. No 1) und 
mBD6 (Seq ID. No 2). 

Fig. 2 zeigt ein Expressionsmuster des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD5 
in verscfiiedenen Geweben oder Organen der Maus. Die Ordinate ist in relati- 
ven Expressionseinheiten angegeben. 

Fig. 3 zeigt ein Expressionsmuster des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD6 
in verschiedenen Geweben oder Organen der Maus. Die Ordinate ist in relati- 
ven Expressionseinlieiten angegeben. 

Fig. 4 zeigt in Tabelienform die minimale Hemml<onzentration (MIC minimum 
inliibitory concentration) der erfindunggemaBen p-Defensine gegeniiber ver- 
scfiiedenen Mil<roorganismen. Die Werte sind in Mg/mL angegeben. 
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Fig. 5 zeigt eine Dosis-Wirkungskurve der erfindungsgemaBen p-Defensine. 
Die Ordinate der oberen Kurve zeigt als Angabe den cfu-wert (colony forming 
units), die Abszisse die steigende Konzentration des p-Defensins mBD5 sowie 
die daraus abgeieitete Ermittlung des IC50 Wertes (inhibitory concentration) fur 
mBD5 gegen E. coli. Die untere Kurve zeigt dies entsprechend fur mBD6. 

Fig. 6 zeigt die Regulierung des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD5 in 
I^IH-3T3 Zellen. Die Ordinate zeigt relative Expressionseinheiten. 

Die erfindungsgemaBen Arzneimittel enthalten als wirksamen Bestandteil min- 
destens ein erfindungsgemaBes p-Defensin. Dem Fachmann sind die gegebe- 
nenfalls zur Formulierung der p-Defenslne als Arzneimittel einsetzbaren Hllfs- 
und Tragerstoffe gelaufig. Die p-Defenslne konnen in Mengen eingesetzt wer- 
den, die durch ihre therapeutische Breite definiert sind. Typischerweise warden 
sie in Mengen von 1 |jg bis 100 mg eingesetzt. 

Die Formulierungen der erfindungsgemaBen p-Defensine als Losung fur Intra- 
venose, intramuskulare, subkutane und topische Applikation sind bevorzugt 

Die erfindungsgemaBen p-Defensine sind zur Behandlung von Infektionen ge- 
eignet. Insbesondere konnen die erfindungsgemaBen p-Defensine ais antibio- 
tisch wirksame Substanzen eingesetzt warden. Das antibiotische Spektrum der 
erfindungsgemaBen p-Defensine ist weit und reicht zum Beispiel zur Behand- 
lung von Infektionen durch multirasistente Erreger, wie Streptokokkus, Bacil- 
lus, Pseudomonas, Echerichia, Staphylokokkus und Candida. 
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Patentanspruche 

1. p-Defensine der Formel 
Z^-RCIGLXHKIGTC-Z^ 
wobei 

X = F Oder R ist und 

und 7} glelch oder verschieden sind, 

Z^ einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindes- 
tens einem weiteren Cys bedeutet, 

1} entweder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren ist, mit mindestens 
zwei unmittelbar benachbarte Cys oder eine Carboxylgruppe oder derivati- 
sierte Carboxylgruppe bedeutet, 

2. p-Defensin gemaB Ansprucli 1, wobei 

= QDINSKRACYREGGECLQ und/oder QKINEPVSCIRNGGICQY ist. 

3. p-DefensIn gemaB Anspruchi 1 oder 2, wobei 

Z=^ = NFRFKCCKFQIPEKKTKIL und/oder GSPFKCCK 1st. 

4. Arzneimittel enthaltend ais wirksamen Bestandteil ein p-Defensin gemaB 
Ansprucfi 1, 2 Oder 3. 

5. Verwendung eines p-Defensins nach Ansprucli 1, 2 Oder 3 ais antibiotiscli 
wirlcsame Substanz. 
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6. Verwendung eines p-Defensins nach Anspruch 1, 2 oder 3 zur Behandlung 
von Infektionen, insbesondere durch multiresistente Erreger, wie Strepto- 
kokkus, Bacillus, Pseudomonas, Echerichia, Staphylokokkus und Candida. 



7. Verwendung eines p-Defensins nach Ansprucli 1, 2 oder 3 zur Belnandlung 
von Infektionen des Magen-Darm-Traktes, insbesondere durch Helicobac- 
ter pylori. 
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Figur la 
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Figur lb 
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Figure 2 



wo 01/38349 



4 / 7 



PCT/EPOO/11770 



In 



Figur 3 
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S. camosus B. subtilis B. megaterium P, aeruginosa E. coli BL21 

mBD5 10 12.5 5 125 70 

mBD6 60 31.5 7.5 >250 >500 



Figure 4 
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Figur 5 
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Figure 6 
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<110> Forssmann, Wolf-Georg 

<120> Neue Defensine 

<130> 002168WO Defensine 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patent'ln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 49 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Gin Asp lie Asn Ser Lys Arg Ala Cys Tyr Arg Glu Gly Gly Glu Cys 
15 10 15 

Leu Gin Arg Cys He Gly Leu Phe His Lys He Gly Thr Cys Asn Phe 

20 25 30 

Arg Phe Lys Cys Cys Lys Phe Gin He Pro Glu Lys Lys Thr Lys He 
35 40 45 

Leu 
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<400> 2 
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15 10 15 
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20 25 30 

Pro Phe Lys Cys Cys Lys 
35 



